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(57) Abstract: The invention relates to MHC tetramer 
fusion proteins, to MHC monomer fusion proteins, to 
DNA encoding an MHC fusion protein as well as to 
RNA that provides an MHC monomer fusion protein 
after transcription. The invention further relates to the use 
of a DsRed protein as a means for tetramerizing MHC 
molecules, to methods for producing MHC and DsRed 
containing fusion proteins and to methods for producing 
MHC tetramers. The invention also describes methods for 
examining an antigen-specific cellular immune response, 
especially for identifying T lymphocytes that carry 
specific T cell receptors on their cell surface, uses of the 
MHC monomers and tetramers produced according to the 
invention and test kits containing the MHC monomers or 
MHC tetramers according to the invention. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft 
MHC-Tetramer-Fusionsproteine, MHC-Monomer-Fu- 
sionsproteine, DNA,. die fiir ein MHC-Fusionsprotein 
kodiert sowie RNA, die nach Transkription ein MHC-Mo- 
nomer-Fusionsprotein ergibt. Die Erfindung offenbart 
weiterhin die Verwendung eines DsRed-Proteins als Mit- 
tel zur Tetramerisierung von MHC-MolekUlen, Verfahren 
zur Herstellung von MHC und DsRed enthaltenden 
Fusionsproteinen und Verfahren zur Herstellung von 
MHC-Tetrameren. Die Erfindung beschreibt weiterhin 
Verfahren zur Untersuchung einer Antigen-spezifischen 
zellularen Immunantwort, insbesondere zum Nachweis 
von T-Lymphozyten, die spezifische T-Zell-Rezeptoren 
auf ihrer ZelloberflSche tragen, Verwendungen der 
erfindungsgemaB herges tell ten MHC-Monomere und 
-Tetramere sowie Testsysteme, die die MHC-Monomere 
oder MHC-Tetramere der Erfindung enthalten. 
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MHC-TETRAMERE 



Die Erfindung betrifft MHC-Tetramer-Fusionsproteine, MHC-Monomer-Fusionsproteine, 
DNA, die fur ein MHC-Fusionsprotein kodiert sowie RNA, die nach Transkription ein 
MHC-Monomer-Fusionsprotein ergibt. Die Erfindung offenbart weiterhin die Verwendung 
eines DsRed-Proteins als Mittel zur Tetramerisierung von MHC-Molekiilen, Verfahren zur 
Herstellung von MHC und DsRed enthaltenden Fusionsproteinen und Verfahren zur Her- 
stellung von MHC-Tetrameren. Die Erfindung beschreibt weiterhin Verfahren zur Untersu- 
chung einer Antigen-spezifischen zellularen Immunantwort, insbesondere zum Nachweis 
von T-Lymphozyten, die spezifische T-Zell-Rezeptoren auf ihrer Zelloberflache tragen, 
Verwendungen der erfindungsgemaB hergestellten MHC-Monomere und -Tetramere sowie 
Testsysteme, die die MHC-Monomere oder MHC-Tetramere der Erfindung enthalten. 

Das zellulare Immunsystem erkennt Antigenstrukturen iiber Vermittlung durch Oberfla- 
chenmolekiile des "Major Histocompatibility Complex" (MHC). Antigen-prasentierende 
Zellen (APC) bereiten Antigene zu kurzen Peptiden auf, die nach Bindung in einer speziel- 
len Pepid-Bindungsgrube des MHC-Molekiils prasentiert werden und so von T-Zellen er- 
kannt werden konnen. Die spezifische Erkennung des Epitops (Peptidfragmentes) durch den 
T-Zell-Rezeptor (TCR) erfordert dabei die gleichzeitige Interaktion mit dem MHC Molekul 
("MHC-Restriktion ,, ). 

Die Bindung von MHC/Peptid Komplexen am TCR ist durch eine sehr niedrige Affinitat 
charakterisiert, insbesondere durch eine sehr schnelle Dissoziation (K ofr ) des MHC vom 
TCR. Von daher ist es nicht moglich, T-Zellen direkt iiber die Verwendung einer loslichen 
Form des natiirlichen Liganden (z.B. als Fluoreszenz-markierten MHC/Peptid Komplex) in 
Abhangigkeit ihrer Epitop-Spezifitat zu markieren. Durch die Multimerisiei-ung von 
MHC/Peptid Komplexen zu z.B. MHC-Tetrameren lieB sich zeigen, dafl die relative Avidi- 
tat der Epitop-spezifischen Bindung an der T-Zell-Oberflache soweit erhoht werden kann, 
daO eine spezifische T-Zell-Markierung ermoglicht wird. Hierzu werden losliche MHC- 
Molekiile in vitro generiert, spezifisch biotinyliert und iiber Fluoreszenz- markiertes Strep- 
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tavidin multimerisiert. Mit Hilfe solcher Reagentien kann die antigen-spezifische zellulare 
Inununantwort im Tiemiodell und direkt am Menschen sehr genau untersucht werden. 

Die Heretellung von MHC-Tetramer-Reagenzien involviert eine Reihe komplexer bioche- 
mischer Reaktionen, wobei rekombinant exprimierte Proteine i.d.R. nach der Denaturie- 
rung koirekt in vitro gefaltet, biotinyliert und anschlieOend im richtigen molaren Verhaltnis 
zur Tetramerbildung gebracht werden miissen. 

Gegenwartig werden die meisten MHC-Tetramer-Reagenzien iiber ein sehr komplexes und 
aufwendiges Verfahren hergestellt. Zunachst werden MHC-Komponenten als rekombinante 
Proteine in E.coli exprimiert und aus inclusion bodies aufgereinigt Nach Hamstoffdenatu- 
rierung werden die MHC-Anteile in der Gegenwart von hohen Peptid/Epitop- 
Konzentrationen durch Verdunnung in einem Arginin-reichen Puffer mit Glutathion- 
Redoxsystem gefaltet und isoliert In einem weiteren Schritt wird das rekombinante MHC 
biotinyliert und nach erneuter Aufreinigung fiber Streptavidin multimerisiert. Das fur die 
Multimerisiemng verwendete Streptavidin ist fur den spateren optischen Nachweis mit Phy- 
coerythrin markiert. Diese Fluoreszenz-gekoppelten MHC-Multimer Reagenzien konnen 
mit komplexen T-Zellgemischen inkubiert und so selektiv die MHC/Peptid-spezifischen 
Zellen innerhalb der Gesamtpopulation (z.B. per FACS-Analyse) bestimmt werden. 

Die bestehende Technik der Herstellung von MHC-Multimer Reagenzien ist sehr aufwen- 
dig, empfindlich (z.B. die Effizienz der Biotinyliemngsreaktion) und kosten-intensiv. Eine 
Vereinfachung des Herstellungsverfahrens wfirde den breiteren Einsatz dieser Methodik in 
der Grundlagenforschung wie auch im klinisch-diagnostischen Bereich wesentlich be- 
schleunigen. 

Es ist damit eine Aufgabe der Erfindung ein neues Mittel beteitzustellen, welches die 
Tetramerisierung von MHC-Molekulen verbessert und die oben dargestellten Nachteile 
vermeidet. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaO durch das in Anspruch 1 naher beschriebene MHC- 
Tetramerisierungsmittel gelost. Bevorzugte Ausgestaltungen der Erfindung ergeben sich aus 
den Unteranspruchen sowie den weiteren, unabhangigen Anspriichen. 
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Nachfolgend wird die Erfmdung anhand einzelner Ausgestaltungen naher beschrieben. Die 
Erfindung ist jedoch nicht auf diese speziellen Ausfiihrungsformen beschrankt, sondera der 
Umfang der Erfindung wird durch die Patentanspruche in Verbindung mit der Beschreibung 
definiert. 

Erfmdungsgemafl wird eine Tetramerbildung von MHC-Molekulen unter Verwendung des 
DsRed-Proteins durchgefuhrt. DsRed ist ein rot fluoreszierendes Protein aus der Seeanemo- 
ne Discosoma sp. und gehort wie das Griin Fluoreszierende Protein (GFP) zu einer Familie 
fluoreszierender Proteine. Nur beispielsweise wird hier auf die Veroffentlichung von Matz, 
MV. et al., Nature Biotech. 17: 969 - 973, 1999 hingewiesen. Die Struktur von DsRed ist 
bekannt, und es kann beispielsweise von CLONTECH* in rekombinanter Form bezogen 
werden. Weiterhin ist bekannt, dafi DsRed sowohl in vivo wie in vitro Tetramere ausbilden 
kann. Die Struktur dieser Tetramere ist ebenfalls bekannt (Nature Structural Biology, 2000, 
Seiten 1133-1138). 

Uberraschend und unerwartet wurde von den Erfindern nunmehr festgestellt, daB DsRed 
auch zur Tetramerisierung von MHC-Molekulen und gleichzeitig fur den spateren optischen 
Nachweis des Mittels herangezogen werden kann. Weder die Bindung des Antigen- 
spezifischen Peptids an MHC-Molekule noch die Bindung des MHC-Tetramers an die T- 
Zell-Rezeptoren einer T-Zelle wird durch die DsRed vermittelte Tetramerisierung gestort 
oder nachteilig beeinfluBt Insbesondere kann durch DsRed vermittelte Tetramerisierung die 
Tetramer-Herstellung wesentlich vereinfacht, beschleunigt und kostengiinstig effizienter 
gestaltet werden, ohne die Funktionalitat zu behindem. Der Nachweis des DsRed-Proteins 
erfolgt durch fluoreszenzdetektierende Verfahren in an sich bekannter Weise, wie es im 
Stand der Technik beispielsweise in den von den CLONTECH R Laboratories, Inc. verof- 
fentlichten Protokollen dargestellt wird (CLONTECHniques XIV (4): 2 - 6). Dazu gehoren 
neben FACS-analysen auch Fluoreszenzmikroskopie und fluoreszenzbasierende Scanning- 
verfahren (z.B. Fluorimager von Molecular Dynamics). 

ErfindungsgemaB wird das DsRed-Fluoreszenzprotein zur Tetramerisierung sowohl von 
MHC-Klasse I als auch MHC-Klasse II -Molekuten eingesetzt. 
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Beispiele fur einsetzbare Histokompatibilitateantigene sind MHC-Klasse I-Antigene, bei- 
spielsweise HLA-A (zum Beispiel Al. A2, A3, All, A24, A31, A33 und A38), HLA-B und 
HLA-C, MHC-Klasse H-Antigene, beispielsweise HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DX, HLA- 
DO, HLA-DZ und HLA-DP. 

MHC-Tetramere sind Komplexe aus vier MHC-Molekulen, die mit einem spezifischen 
Peptid assoziiert sein konnen und durch ihre Bindung an ein Fluorochrom nachweisbar sind. 
Diese Komplexe binden eine spezielle Gmppe von T-Zell-Rezeptoren auf CD8 + -T-Z«llen. 
Bei Vermischung der so erhaltenen Tetramere mit PBLs oder Gesamtblut und Nachwe,s zur 
Verwendung durchflusszytometrischer Verfahren kann die Menge aller T-Zellen, die fur em 
Peptid spezifisch sind und das damit verbundene AUel analysiert werden. Es ist also mog- 
lich, die zellulare Immunantwort gegen ein spezifisches Peptid zu bestimmen. 

MHC-Tetramere gemaB der Erfmdung konnen beispielsweise eingesetzt werden, urn die 
zellulare Immunantwort unter nachfolgenden Bedingungen zu studieren: 

1. Bei alien Virusinfektionen, beispielsweise HTV, HBV, CMV, HPV, HBV, HCV, In- 
fluenza und Masem und viele anderen. 

2. Bakterielle Infektionen 

3 Parasiteninfektionen, beispielsweise Malaria. 

4. Tumoren, einschlieBlich Brust-Prostata, Melanom-, Colon-, Lungen- und Cervixtumo- 



ren. 

5. Autoimmunitatserkrankungen einschlieBlich Mutiplesklerose, Diabetes, Rheumatoxde 
Arthritis usw. 

6. Allergische Erkrankungen wie Asthma bronchiale, Neurodermitis usw. 

Dutch die Tetramer-Technologie ist es moglich, individuelle TrZellen auf Grundlage der 
Spezifitat der Bindung an den MHC-Peptid-Komplex zu identifizieren. Aufgrund der Spezi- 
fitat der Tetramere bieten sich folgende Vorteile: 



Das Verfahren ist quantitativ, 

Es sind keine radioaktive Markierungen einzusetzen; 
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- Das Verfahren arbeitet schnell, so daB auch frische Blutproben oder Gewebekulturpro- 
ben analysierbar sind, und groCe Probenmengen verarbeitet werden konnen; 

- Durch die Verwendung eines Durchflusszytometers konnen die Zellen nicht nur mit dem 
Tetramer-Fluorochrom DsRed, sondern auch mit anderen Zelloberflachenmarkem zur 
gleichen Zeit markiert werden; 

- Es k6nnen einheitliche Subpopulationen durch die Durchflusszytometrie sortiert werden 
und im Wege weiterer Testsysteme auf ihre Funktionalitat uberpriift werden; 

- Spezifische T-Zellen konnen aus Blutproben ohne vorherige in vitro-Kultur analysiert 
werden; 

- Alle spezifischen T-Zellen sind nachweisbar, unabhangig von ihrem funktionellem Sta- 
tus, wie z.B. zytotoxische T-Zellen, T-HelferzeUen usw. 

Ausgangspunkt der Erfindung ist die Herstellung eines Fusionsproteins aus einem fur ein 
MHC-Protein kodierenden Gen und aus einem fur ein DsRed-Protein kodierenden Gen. 
Hierzu werden bevorzugt beim MHC-Molekul die Transmembran-Anteile und die zytosoli- 
schen Anteile entfernt, um eine losliche Form des MHC-Molekuls zu erhalten. Der MHC- 
Anteil und der DsRed-Anteil werden bevorzugt durch ein Linkermolekul miteinander ver- 
knupft. Das nach Entfernung der transmembranen und zytosolischen Anteile erhaltene trun- 
kierte MHC-Molekul wird dann uber das Linker-Molekul an den N-Terminus von DsRed 
gekoppelt. 

Es ist insbesondere darauf zu achten, dafl durch das Einfugen des Linker-Molekuls die 
Tetramerbildung iiber den DsRed-Anteil nicht behindert wird. Da die raumliche Struktur 
des DsRed-Molekuls bekannt ist (je zwei N-terminale Regionen liegen sich gegeniiber), 
kSnnen die Linker-Molekule entsprechend gestaltet werden. Besonders bevorzugt wird ein 
Aminosaurelinker verwendet. Ein Beispiel fur einen flexiblen Aminosaurenlinker ist ein 
Derivat des lacZ-Alpha-Peptids [angegeben im jingle letter code": MASSG GTGGS 
GGTGG SGGGG ASPSL VPSSD PLVTA ASVLE FALAG AQE] oder der synthetische 
flexible Linker Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Thr[Gly Gly Ser Gly Gly Thr] 3 , der zwischen 
den beiden Proteinanteilen des Fusionsproteins MHC und DsRed eingefugt wird und die 
Tetramerisierung sterisch nicht behindert. 
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Selbstverstandlich stehen dera Facbmann auch andere Aminosaurelinker zur Verfugung. 
Entsprechende Techniken sind bekannt. Es ist aber auch moglich, die Proteine selbst durch 
beispielsweise peptidchemische Bindungen uber Crosslinker oder ahnliche Verfahren mit- 
einander zu verbinden. Beispielsweise sei auf Sambrook et al., Molecular Cloning: A Labo- 
ratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY), 1989 und Ansu- 
bel F.M. et al., 1994, Current Protocols in Molecular Biology (John Wiley and Sons, NY) 
und nachfolgende Auflagen hingewiesen. 

In einer bevorzugten Ausgestaltungsform der Erfindung kann auch eine Variante des Ami- 
nosaurelinkers eingesetzt werden, die zumindest eine Erkennungssequenz fur eine Protease 
enthalt, beispielsweise den Faktor Xa Hierdurch wird eine vereinfachte Abspaltung der 
MHC-Molekule vom DsRed-Tetramer ermSglicht 

Folgende weitere Varianten des Linkers zwischen MHC und DsRed k6nnen im Kontext der 
vorliegenden Erfindung verwendet werden: 

lacZa-Linken 

EQAGALAFELVSAATVLPDSSPVLS 

Standard-Serin-Glycin-Linker: 

SGGSSGGG 

Extrem langer Standard-Linker: 

S S S G G GS S GGS SGGG 

Die erfindungsgemaO hergestellten rekombinanten MHC-DsRed-DNA-Molekule konnen in 
an sich bekannter Weise in rekombinanter Form in Expressionsplasmiden kloniert und in 
prokaryonten Zellen, bevorzugt E.coli-Zellen, oder in eukaryonten Zellen, beispielsweise 
Hefezellen oder etablierten menschlichen Zellen, exprimiert werden. Geeignete Techniken 
stehen auf diesem Fachgebiet zur Verfugung, und es wird hier wiederum auf die oben ge- 
nannten Uborhandbucher verwiesen. Die erhaltenen rekombinanten monomeren DsRed- 
MHC-Proteinmolekiile werden durch an sich bekannte Verfahren aufgereinigt und konnen 
dann in vitro oder in vivo tetramerisiert werden. 



WO 02/083906 PCTYEP02/03995 

7 

Zur Tetramerisierung werden die loslichen Versionen der MHC-DsRed-Molekule, wahlwei- 
se, insbesondere bei MHC-I, in Kombination mit beta2-Mikroglobulin, zur Tetramerisierung 
gebracht. Die Tetramerisierung findet bevorzugt in Gegemvart des Antigen-spezifischen 
Peptids statt. Die Ausbildung von Tetrameren ist eine dem DsRed-Protein inne wohnende 
Eigenschaft und es bedarf nicht mehr der aus dem Stand der Technik bekannten kompli- 
zierten, zeitraubenden Methoden wie Biotinylierungen, Streptavidin-Bindungen sowie Fluo- 
rochrom-Kopplungsreaktionen, urn die Tetramerbildung und die Fluoreszenzentwicklung zu 
gewahrleisten. Bei der Erfindung wirkt das eingesetzte DsRed-Protein sowohl als Tetrame- 
risierungsagens als auch als fluoreszierendes Mittel. 

Das an sich bekannte DsRed-Protein kann selbstverstandlich durch an sich bekannte Metho- 
den abgeandert werden, urn beispielsweise die Tetramerisierung, die Bindung an das MHC- 
Molekiil und/oder die Fluoreszenzaktivitat zu verbessern. Ublicherweise werden fur derarti- 
ge Mutagenisierungen zufallsgenerierte Mutanten auf ihre neuen Charakteristika ausgetes- 
tet, oder es wird in gezielter Weise nach Strukturuntersuchungen eine Mutagenisierung des 
DsRed-Proteins vorgenommen, urn seine Aktivitaten zu verbessern. Selbstverstandlich sind 
auch andere DsRed-ahnliche Proteine einsetzbar, die aus anderen Organismen gewonnen 
wurden. Voraussetzung hierbei ist natiirlich immer ihre Fahigkeit zur Ausbildung von Tetra- 
bzw. Multimeren und ihre fluoreszierende Aktivitat 

Am ZkRed-Protein konnen so z.B. diverse Mutationen vorgenommen werden, um seine 
Brauchbarkeit innerhalb des Fusionsproteins zu steigern bzw. ganz neue Anwendungsmog- 
lichkeiten zu schaffen. 

Einige dieser DjRed-Mutanten wurden bereits erfolgreich von den Erfindern in verschiede- 
nen Anwendungen getestet, andere wurden von diversen Arbeitsgruppen in anderem Zu- 
sammenhang publiziert und wieder weiteren liegen theoretische Uberlegungen zugrunde, 
die sich auf die bekannte Raumstruktur und Kenntnisse iiber die Biochemie fluoreszierender 
Proteine stiitzen. 

Grundsatzlich liegt der Schwerpunkt auf solchen Mutationen, die die Ausbildung der Fluo- 
reszenz beschleunigen oder verstarken und solchen, die die Eigenschaften zur spezifischen 
Tetramerisierung verbessern und zur unspezifischen Aggregation verringem. Ausserdem 
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sind Mutanten interessant, die die spektralen Eigenschaften verandern, da dies neue Anwen- 
dungsmoglichkeiten bei der Detektion der MHC-Tetramerebieten kann. Besonders Ver- 
schiebungen der Emission weiter in den langwelligen Bereich konnten von Vorteil sein, da 
dies die Fluoreszenzdetektion mittels FACS erleichtern konnte. 

Alle Aminosauren sind im Standard ein-Buchstaben-Code angegeben: 

Vprhesserunz/Veranderunz der Tetratoe risierunzseizenschaften 

-R2A, K5E, K9T: Verhinderung von unspezifischen Protein-Aggregaten 

-Addition diverser hydrophober Aminosauren direkt am C-Terminus des Proteins zur Stabi- 

lisierung der Tetramerisierung, wie z.B. des Oktapeptids "L L I L A I L H" 

-Austausch nicht fur die Proteinstruktur benotigter, problematischer Aminosauren durch 

geeignetere AS, wie z.B . Ersatz von R und K durch S oder F durch T und ahnliches. 

Veranderung der Fluoreszenz-Eizenschaften 

-A105V, I161T, S197A: Verbesserung der Chromophor-Bildung 
-VI 05 A, S197T: Farb-wechselnde Mutante 

-K83M, K83R, Y 1 20H, K83 W, Veranderung der Emissions- bzw. 
K70R, Y38L, H41W, N42D Anregungseigenschaften 

Die oben genannten Abkiirzungen sind so zu verstehen, dass z.B. R2A bedeutet, dass Ami- 
nosaure R an Position 2 in der Gesamtsequenz durch Aminosaure A ersetzt ist. 

Zusammenfassend ist der Begriff ,J)sRed-Fluoreszenzprotein" oder „rekombinantes DsRed- 
Fluoreszenzprotein" nicht auf ein spezielles Protein beschrankt, sondem umfasst alle Vari- 
ants und Derivate der bekannten DsRed-Sequenz, die dessen Funktion im Rahmen der 
vorliegenden Erftndung erfullen konnen, d.h. zur Tetramerisierung von MHC-Molekulen 
sowie zum optischen Nachweis geeignet sind. Bevorzugte Beispiele sind oben angegeben, 
wobei diese selbstverstandlich nicht isoliert betrachtet werden sollen, sondern jederzeit auch 
Kombinationen der einzelnen Veranderungen zur Erzielung eines vorteilhaften DsRed- 
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Proteins vom Begriff „DsRed-Fluoreszenzprotein" oder „rekombinantes DsRed- 
Fluoreszenzprotein" mit umfasst sind. 

Modifikationen der Sequenzen, wie beispielsweise Deletionen, Insertionen oder Substitutio- 
nen in der Sequenz, die im sich ergebenden Protein-Molekul sogenannte "stille" Verande- 
rungen (silent changes) erzeugen, werden ebenfalls als innerhalb des Bereichs der vorlie- 
genden Erfindung liegend betrachtet. 

Vorzugsweise sind derartige Aminosaure-Substitutionen das Ergebnis der Ersetzung einer 
Aminosaure durch eine andere Aminosaure mit ahnlichen strukturellen und/oder chemi- 
schen Eigenschaften, d.h. konservative Aminosaureersetzungen. Aminosauresubstitutionen 
konnen auf Grundlage der Ahnlichkeit in der Polaritat, Ladung, Loslichkeit, Hydrophobic, 
Hydrophilie, und/oder der amphipatischen (amphiphilen)Natur der involvierten Reste vor- 
genommen werden. Beispiele fur unpolare (hydrophobe) Aminosauren sind Alanin, Leucin, 
Isoleucin, Valin, Prolin, Phenylalanin, Tryptophan und Methionin. Polare neutrale Amino- 
sauren schliefien Glycin, Serin, Threonin, Cystein, Thyrosin, Asparagin und Glutamin ein. 
Positiv geladene (basische) Aminosauren schliefien Arginin, Lysin und Histidin ein. Und 
negativ geladene (saure) Aminosauren schlieflen Asparaginsaure und Glutaminsaure ein. 

"Insertionen" oder "Deletionen" bewegen sich typischerweise im Bereich von ein bis funf 
Aminosauren. Der erlaubte Variationsgrad kann experimentell durch systematisch vorge- 
nommene Insertionen, Deletionen oder Substitutionen von Aminosauren in einem Polypep- 
tidmolekul unter Verwendung von DNA-Rekombinationstechniken und durch Untersuchen 
der sich ergebenden rekombinanten Varianten bezuglich ihrer biologischen Aktivitat ermit- 
telt werden. 

Daraus ergibt sich, daB, wo der Begriff "DsRed-Protein" entweder in der Beschreibung oder 
in den Anspriichen verwendet wird, er alle derartigen Modifikationen und Varianten umfaBt, 
die ein biologisch aquivalentes DsRed-Protein zur Folge haben. 

Die erfindungsgemaB ausgebildeten Tetramere werden mit der zu analysierenden Zellpopu- 
lation gemischt Unter Zellpopulation versteht man insbesondere PBMC-Populationen (pe- 
riphere Blut mononukleare Zellen) oder T-Lymphozyten (T-Zellen). Nur T-Zellen mit T- 
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Zell-Rezeptoren, die zur Bindung an die spezielle MHC-Peptid-Kombination, die im Tetra- 
mer vorliegt, befahigt sind, konnen an das Tetramer bilden. Derartige Zellen werden durch 
das DsRed-Fluorochrom markiert. Selbstverstandlich konnen auch weitere Fluoreszenzmar- 
kierungen zusatzlich zum DsRed eingesetzt werden. Beispielsweise kann ein fur einen T- 
Zell-Marker spezifischer monoklonaler Antikorper in Kombination mit einem unterschiedli- 
chen Fluorochrom, beispielsweise FITC, eingesetzt werden. Die Zellen konnen dann unter 
Verwendung eines Durchflusszytometrieverfahrens analysiert werden. Der Anteil der CD8 + 
T-Zell-Population, die mit Hilfe des Tetramers positiv gefarbt wurde, wird bestimmt Mit 
Hilfe von Fluoreszenznachweisverfahren, beispielsweise der Durchflusszytometrie, konnen 
die MHC-Tetramer-T-Zell-Komplexe auch sortiert werden und beispielsweise die so er- 
kannten T-Zellen in einen Patienten appliziert werden. 

In einer weiteren Ausgestaltungsfonn der Erfindung liegen die MHC-Monomere oder - 
Tetramere in einem Testsystem vor, das in Form eines Kits angeboten werden kann. 

Der Losungsansatz der Erfindung reduziert die zur Herstellung von MHC-Multimer- 
Reagenzien benStigten Komponenten (2 MHC-Ketten [z.B. MHC-I: sehwere Kette und be- 
ta-2-Mikroglobulin, MHC-B: alpha undbeta Kette], d-Biotin, Peptid, Streptavidin-PE) auf 4 
(MHC-linker-DsRed Fusionsprotein, 2. MHC-Kette und das jeweilige MHC-bindende Pep- 
tid/Epitop). AuBerdem wird die hohe Anzahl der benotigten Reaktionsablaufe (Extraktion 
von rekombinanten MHC Anteilen, in vitro Faltung in Gegenwart des Peptides, Biotinylie- 
rung, chromatographische AufreinigungMultimerisierung unter Zugabe von Streptavidin- 
PE, weitere Reinigung uber Molekularsiebchromatographie) auf z. B. 3 (Extraktion von 
rekombinantem HLA-hnker-DsRedRefolding in Anwesenheit des Peptids und anschliefien- 
de Aufreinigung) reduziert. Alleine die Reduktion der Anzahl der notwendigen Aufreini- 
gungsschritte, welche immer mit starken Verlusten verbunden sind, steigert die Gesamtaus- 
beute an Reagenz deutlich. AuBerdem 1st der generierte MHC-Multimer Komplex relativ 
klein und sehr viel stabiler, wodurch Vorteile gegenuber bisher verwendeten Reagenzien 
entstehen. 



Aus den vorgenannten Grunden ergeben sich folgende Moglichkeiten 
onen von D^Red-MHC Tetrameren: 



in vivo Applikati- 
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Konventionelle MHC-Tetramer Reagenzien werden - wie oben dargestellt - i.d.R. mit Hilfe 
von Avidin oder Streptavidin hergestellt. Avidin bzw. Streptavidin hat allerdings nach intra- 
venoser Applikation eine sehr kurze in vivo Halbwertszeit, was insbesondere durch eine 
schnelle Aufnahme in der Leber bedingt ist. Entsprechend ist auch die in vivo Halbwertszeit 
konventioneller MHC-Tetramer-Reagenzien nur sehr kurz. Fur DsRed-MHC-Tetramere 
wird eine deutlich langere in vivo Halbwertszeit erwartet; dazu ist der Fluoreszenzfarbstoff 
selber sehr resistent gegenuber schadigenden bzw. degradierenden in vivo Einfliissen. In 
vivo Anwendungen mit MHC-Multimeren sind von Bedeutung fur grundlagenwissenschaft- 
liche Fragestellungen (z.B. in vivo Farbung antigen-spezifischer T-Zellen und nachfolgnde 
Detektion im Gewebeschnitt, antigen-spezifische Immunsierung bzw. Toleranz-Induktion) 
als auch klinische Anwendungen (antigen-spezifische Immunsierung bzw. Toleranz- 
Induktion, Konjugation der Reagenzien mit immunmodulatorischen Substanzen bzw. Tra- 
cern). 

Die vorliegende Erfindung wirdnunmehr anhand von Beispielen und den beigefugten Ab- 
bildungen verdeutlicht, die Folgendes zeigen: 

Abb. 1.: Schematische Darstellung einer MHC-DsRed Expressions-Kassette im Vek- 
tor pet3a. Dieses Konstrukt ist beispielhaft ftir verschiedene weitere Varianten. Die einzel- 
nen Bestandteile sind in verschiedenen Farben markiert Blau: Promotor bzw. Terminator 
fur die uberexpression in E.coli. Rot: Leserahmen fur eine Mutante des ZteRed-Proteins. 
Grau: Leserahmen fur die schwere Kette des MHC-Proteins. Grun: Fusionsprotein aus 
MHC und DsRed. Cyan: Linkerregion, in diesem Fall reprasentiert durch ein Peptid dass 
zugleich ein Epitop-Tag darstellt. Zu beachten ist, dass der Leserahmen fur DsRed kein in- 
ternes Startcodon enthalt und somit praktisch nur Fusionsprotein der vollen Lange expri- 
miert werden kann. 

Abb. 2.: Schematische Darstellung der wesentlichen Bestandteile einer weiteren 
MHC-2>sRed Expressions-Kassette. Diese besitzt im Gegensatz zum Konstrukt aus Ab- 
bildung 1 kein Epitop-Tag als Linkerpeptid sondem einen Linker der sich aus mehreren 
Serinen und Glycinen zusammensetzt. Die Flexibility des Linkers und die Bevveglichkeit 
der miteinander verbundenen Proteine ist in diesem Fall wahrscheinlich deutlich hoher. 
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Abb. 3.: MHC-Protein (Schwerekcttc und pVMikroglobulin). Links ist die Darstellung 
gemass der Sekundarstruktur des Proteins zu sehen, wie sie spater auch in den Abbildungen 
5 und 6 der Fusionsproteine verwendet wird (Hetikale Strukturen in rot, p-Faltblatter in 
blau, unstrukturierte Regionen und Tums in weiss). Rechts zur Verdeutlichung die geson- 
derte Darstellung von schwerer Kette (in griin) und pVMikroglobulin (in purpur). 

Abb. 4.: Raumliche Darstellung des DsRedl-Tetramers. Die einzelnen Ketten des Ho- 
mo-Tetraraers sind in den Farben Orange, Rot, Griin und Cyan dargestellt Rechts ist eine 
Seitenansicht, links eine Aufsicht auf das Tetramer zu sehen. Deutlich zu erkennen ist die 
symmetrische und kompakte Anordnung des Tetramers, die es zur beabsichtigten Anwen- 
dung befahigt. 

Abb. 5.: MHC-IfeRed Tetramer 

Der MHC-Tetramer-Verband wurde gemass den Erlauterungen von Abbildung 4 und 5 dar- 
gestellt. Der C-Terminus jeweils eines MHC-Proteins wurde computenmterstutzt an den N- 
Terminus einer Untereinheit des DiRed-Tetramers angefugt. 

Die Darstellung zeigt nur eine mogliche Anordnung der MHC-Molekule im Raum, die 
durch den flexiblen Peptidlinker einen Bewegunsspielraum erhalten. Diese Ansicht zeigt das 
DjRed-Tetramer von der Seite 

Abb. 6.: MHC-DsRed Tetramer 

Erlauterungen wie bei Abbildung 5. Diese Ansicht zeigt das ZfcRed-Tetramer von oben. 



Abb. 7.: MHC-DsRed-Fusionsprotein exprimierende Bakterien-Kolonien. 
BL21 (DE3) Bakterien wurden mit P ET3am2-K d -D5Red transfoimiert und auf Ampicillin- 
haltiger Agarose kultiviert. Zu erkennen sind einzelne Bakterien-Kolonien mit tiefroter Far- 
be. Die rote Farbe kommt durch den DsRed-Anteil des rekombinant exprimierten Fusions- 



proteins. 



Abb. 8.: Rekombinante Expression von MHC-DsRed-Fusionsprotein 

BL21 (DE3) Bakterien wurden mit P ET3a/H2-K <, -DsRed transformiert. Nach Wachstum in 

Flussigkultur (LB, lOOpg/ml auf Carbenicillin) wurde bei ODeoo von ca. 0.8 ein Aliquot 
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entnommen („Nullwert"), der Rest wurde fur 3 weitere Stunden in Gegenwart von IPTG 
(0.4 mM) inkubiert. Proben von „Nullwert" und „3 h" wurden anschlieBen gewaschen, in 
cttfcO lysiert, in Proteingel-Probenpuffer aufgekocht, und nachfolgend fiber SDS-PAGE 
aufgetrennt Die Abbildung zeigt ein Proteingel nach Coomassie-Farbung von zwei ver- 
schiedenen Kulturen (links MHC-Fusionsprotein mit „Wildtyp" DsRed bzw. rechts mit 
einer DsRed-Mutante zur Optimierung der Faltungseigenschaften). Man beachte die deutli- 
che zusatzliche Bande nach 3 h IPTG Induktion bei ca. 65 kD, die dem rekombinanten Fu- 
sionsprotein entspricht 

Beispiele: 

Aufgrund der hervoiragenden Fluoreszenz-und Tetramerisierungseigenschaften in verschie- 
denen Versuchen wurden Experimente durchgefuhrt urn die Ausbildung von MHC- 
Tetrameren durch die Fusion an das rot fluoreszierende Protein DsRed zu erreichen. 

Klonierung der Expressionskonstrukte: 

Alle Expressionskonstrukte wurden durch Standard-Klonierungsmethoden erzeugt, ausge- 
hend von dem Vektor pDsRedl-Nl (Clontech), der als PCR-Template fur alle weiteren Va- 
rianten des DsRed-Proteins diente. 

Als Expressionsvektor des vollstandigen Konstrukts und als Quelle des MHC-Proteins wur- 
de der Vektor pET3a/H2-K d verwendet Mittels verschiedener Klonierungsstrategien, die 
die bereits vorhandene Restriktionsschnittstellen im Ziel vektor pET3a/H2-K d nutzten, wur- 
den die fur diverse Varianten von DsREd kodierende DNA eingefugt. Auf diese Weise 
wurden Vektoren erzeugt (wie z.B. pET3a/H2-K d -DsRed), die unter der Kontrolle des T7- 
Promotors ein Fusionsprotein aus MHC und einer DsRed-Variante enthielten, die fiber un- 
terschiedliche Linkerpeptide miteinander verknfipft waren (siehe Abb. 1 und Abb.2). 

Als Translationsstart war dabei nur das Start-ATG des MHC-Proteins vorhanden, aber kein 
internes Start-Codon am Linker oder am DsRed. Die Expression verkurzter Proteine kann 
dadurch weitgehend ausgeschlossen werden. 
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Folgende Sequenz aus dem Vektor pETSa/ttWsSGGlinkDsRed zeigt beispielhaft die 
Abfolge der Aminosauren der letzten 12 AS des MHC-Molekuls und der ersten 12 AS einer 
D S Red-Variante (in kursiv). Dazwischen befindet sich ein verwendetes Linkerpeptid (in fett 
gedruckt). 



K 



LPPSTVSNTAS GGSSGGG V A SSENVITEFM 



Die nachste Sequenz, die aus dem Vektor p ET3a/ffi-K d -directD*Red stammt, zeigt wieder 
die Abfolge der Aminosauren der letzten 12 AS des MHC-Molekuls und der ersten 12 AS 
einer DsREd-Variante (in kursiv). Dazwischen befindet sich ein Epitop-Tag, der als Linker 
fungieren kann und der ausserdem iiber seine Fahigkeit, spezifische Antikorper zu binden, 
nachgewiesen werden kann (in fett gedruckt). 

KLPPSTVSNTASQPELAPEDPEDGGHDKK/JSS 

KNVIKEFM 

Fur eine detaillierte Darstellung der MHC-DsRed-Expressionskassette wird auf Abb. 1 und 2 
verwiesen. 

DiRed-MHC-Fusionsproteine wurden in pET3a (Novagen) Vektoren kloniert und anschlie- 
Oend in die Expressionsbakterien BL21(DE3) transformiert. Auch ohne gezielte Expressi- 
onsinduktion kann in diesem System eine geringe Generierung des rekombinanten Proteins 
beobachtet werden. Diesc Basalexpression des D*Red Fusionsproteins ist bereits direkt an 
den Bakterienkolonien erkennbar, die nach kurzer Zeit eine tiefrote Farbe aufweisen 
(Abb.7) Induziert man die Transkription des rekombinanten Proteins durch Zugabe von 
IPTG, so kommt es zur Oberexpression des rekombinanten Proteins (Abb.8). Die Herstel- 
lung groBer Mengen an rekombinanten MHC-DsRed Fusionproteinen konnte sowohl unter 
Verwendung der Originalsequenz von DsRed, als auch unter Verwendung von D^Red- 
Mutanten erreicht werden (Abb.8). Rekombinante MHC Klasse-I Molekule werden i.dR 
durch in vitro Ruckfaltung der in ..inclusion bodies" exprimierten und aufgereinigten Teil- 
komponenten (Schwerekette und p r Mikroglobulin) in Gegenwart hoher Konzentrationen 
des jeweiligen MHC-bindenen Peptids (Epitop) hergestellt. Exprimiert man DsRed in glei- 
cher weise in ..inclusion bodies" und fuhrt eine identische Aufreinigung und Ruckfaltung in 
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vitro durch, so erhalt man ein farbgebendes Protein, dafi alle Charakteristika von korrekt 
gefaltetem DsRed-Fluoreszenzprotein hat. 

ZusammengefaBt zeigen diese Daten, dafl zwei wesentliche Grundvoraussetzungen fur den 
erfolgreiche Einsatz von ZteRed-MHC Tetrameren gegeben sind: 

(1) Grofle Mengen an MHC-DsRed-Fusionsprotein konnen im bakteriellen Expres- 
sionssystem hergestellt werden; dabei zeigt sich bereits bei in vivo Expression 
die „Funktionalitat" des ZkRed-Anteils im Fusionsprotein durch die typische 
farbgebende Charakteristik. 

(2) .DsRed-Fluoreszenzprotein kann unter den fur die Herstellung von loslichen 
MHC-Molekiilen optimierten Bedingungen aus ^inclusion bodies" generiert 
werden. 
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PATENT ANSPRUCHE 



1 . MHC-Tetramer, enthaltend vier MHC-Molekule sowie ein Tetramerisierungsmittel, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das Tetramerisierungsmittel ein Ds.Red-Fluoreszenzprotein ist. 

2. MHC-Tetramer nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dafl 

das Tetramerisierungsmittel ein rekombinantes DsRed-Fluoreszenzprotein ist. 

3. MHC-Tetramer nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das DsRed-Fluoreszenzprotein iiber ein Linkermolekul an das MHC-Protein gekoppelt 
ist. 

4. MHC-Tetramere nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das Linkermolekul aus mehreren Aminosauren besteht 

5 . MHC-Tetramer nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das Linkeimolekul so ausgestaltet ist, daB eine Abspaltung der MHC-Molekule vom 
DsRed-Protein ermoglicht wird. 

6. MHC-Tetramer nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das Linkermolekul eine Erkennungssequenz fur eine Protease enthalt 

7. MHC-Tetramer nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB 
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sich bei der Tetramerbildung die N-terminalen Abschnitte des DsRed-Proteins gegen- 
fiber liegen. 

8. MHC-Tetramer nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das MHC-Molekiil trunkiert ist. 

9. MHC-Tetramer nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das MHC-Molekiil durch Deletion des Transmembran- und/oder des Cytosolanteils 
trunkiert ist. 

10. MHC-Tetramer nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

es in Form eines Epitop-spezifischen DsRed- MHC-Peptid-Komplexes , wahlweise in 
Verbindung mit einem T-Zell-Rezeptor, vorliegt. 

1 1 . MHC-Tetramer nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das MHC-Molekiil ein Sauger, bevorzugt Maus- oder Human-MHC -Molekul ist. 

12. MHC-Monomer-Fusionsprotein, dadurch gekennzeichnet, daB es in Verbindung mit 
einem DsRed-Fluoreszenzprotein, wahlweise verbunden iiber ein Linkermolekul, vor- 
liegt. 

13. Fusionsprotein nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das MHC-Molekiil trunkiert ist. 

14. Fusionsprotein nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das MHC-Molekiil durch Deletion des Transmembran und/oder des Zytosolanteils trun- 
kiert ist. 
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15. DNA, die fur ein Fusionsprotein nach Anspruch 12, 13 oder 14 kodiert 



16. RNA, die nach Transkription ein Fusionsprotein nach Anspruch 12, 13 oder 14 ergibt 

17. Prokaryontenzelle oder Eukaryontenzelle, enthaltend eine DNA oder RNA nach einem 
oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche. 

18. Verwendung eines DsRed-Proteins als Mittel zur Tetramerisierung oder Multimerisie- 
rung von MHC-Molekulen. 

19. Verfahren zur Herstellung eines Fusionsproteins nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

a) eine for ein MHC-Protein kodierende DNA, wahlweise uber einen Linker, mit einer 
fur ein DsRed-Protein kodierenden DNA zu einer for ein Fusionsprotein kodierenden 
DNA verbunden und das Fusionsprotein exprimiert wird; oder 

ein MHC-Protein, wahlweise uber einen Linker, mit einem DsRed-Protein zu einem Fu- 
sionsprotein verbunden wird; 

b) das Fusionsprotein wahlweise aufgereinigt wird. 

20. Verfahren zur Herstellung eines MHC-Tetrameren, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

a) eine for ein MHC-Protein kodierende DNA, wahlweise uber fiber einen Linker, mit 
einer fur ein DsRed-Protein kodierenden DNA zu einer for ein Fusionsprotein kodieren- 
den DNA verbunden und das Fusionsprotein exprimiert wird; oder 

ein MHC-Protein, wahlweise uber einen Linker, mit einem DsRed-Protein zu einem Fu- 
sionsprotein verbunden wird; 



b) das Fusionsprotein wahlweise aufgereinigt wird, 
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c) das MHC-Fusionsprotein, wahlweise in Anwesenheit der 
Antigen-spezifischen Peptide, tetramerisiert wird. 



21. Verfahren nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

die Tetramerisierung in Anwesenheit von beta-2-Mikroglobulin erfolgt. 

22. Verfahren zur Untersuchung einer Antigen-spezifischen zellularen Immunantwort, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

a) ein MHC-Tetramer oder seine monomere Form nach einem oder mehreren der vor- 
hergehenden Anspriiche mit T-Zellen, bevorzugt mit CD8+-T-Zellen, in Gegenwart ei- 
nes Peptids in Kontakt gebracht werden, urn T-Antigen-MHC-Tetramere zu erhalten; 

b) die erhaltenen Tetramere nachgewiesen werden, bevorzugt durch ein DurchfluBzyto- 
metrie- Verfahren oder andere zur Detektion von Fluoreszenzemissionen geeigneten 
Detektionsverfahren, wie Fluoreszenzmikroskopie oder Fluoreszenzscanning- Verfahren. 

23. Verfahren nach Anspruch 19, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

a) die T-Zellen in Gesamtblut oder PBLs vorliegend eingesetzt werden, oder 

b) die T-Zellen aus Lymphknoten bzw. extralyraphoiden Geweben eingesetzt werden. 

24. Testsystem, enthaltend MHC-Monomere oder MHC-Tetramere nach einem oder mehre- 
ren der vorhergehenden Anspriiche. 

25. Verwendung von MHC-Tetrameren nach einem oder mehreren tier vorhergehenden An- 
spriiche zur Untersuchung einer Antigenspezifischen Immunantwort, zum Nachweis o- 
der zur Sortierung von T-Zellen, die spezifisch T-Zell-Rezeptoren auf ihrer Oberflache 
tragen, und zur weiteren Verwendung so gewonnener T-Zellen zur Ruckfuhrung in ei- 
nen Patienten. 
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Abb. 1.: Schematische Darstellung einer MHC-DsRed Expressions-Kassette i 
Vektor pet3a. 
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Abb. 2.: Schematische Darstellung der wesentlichen Bestandteile einer weiteren 
MHC-DsRed Expressions-Kassette. 
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Abb. 3.: MHC-Protein (Schwerekette und p 2 -Mikroglobulin). 
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Abb. 4.: Raumliche Darstellung des DsRedl-Tetramers. 
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Abb. 5.: MHC-DsRed Tetramer 
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Abb. 6.: MHC-DsRed Tetramer 
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Abb. 7.: MHC-DsRed-Fusionsprotein exprimierende Bakterien-Kolonien. 
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Abb. 8.: Rekombinante Expression von MHC-DsRed-Fusionsprotein 
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